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(54) Title: SOLUTION FOR PREPARING STOOL SPECIMENS FOR DIAGNOSTIC PURPOSES 

(54) Bezeichnung; LOSUNG ZUR AUFBEREITUNG VON STUHLPROBEN FUR DIAGNOSTTSCHE ZWECKE 



(57) Abstract: The invention relates to a novel solution for preparing stool specimens for diagnostic tests. Said solution enables 
^ a simple preparation of the specimens to be carried out before said specimens undergo an immunological detection process, and 
ff) increases the sensitivity, specificity and reproducibility of the test. The solution imperatively contains a buffer substance, a detergent 
ON and a blocking reagent. The invention further relates to a method for analysing a stool specimen for diagnostic purposes, using the 

inventive solution. 

^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft eine neue Losung zur Aufbereitung von Stuhlproben fur diagnostische 
Tests. Die Losung erlaubt eine einfache Probenaufbereitung vor deren Einsatz in einem immunologischen Nachweisverfahren und 
Q ftthrt gleichzeitig zu hoher Sensivitat, Spezifitat und Reproduzierbarkeit des Tests. Dabei einthalt die Losung zwingend mindestens 
^ eine Puffersubstanz, ein Detergenz und em Blockierungsreagenz. Die Erfindung betrifft femer ein Verfahren zur Analyse einer 
^ Stuhlprobe fiir diagnostische Zwecke unter Verwendung der erfindungsgemassen LSsung. 
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Losung zur Aufbereitung von Stuhlproben fiir diagnostische Zwecke 

Die voriiegende Erfindung betrifft eine Lbsung zur Aufbereitung von Stuhlproben fur 
diagnostische Tests und ein Verfahren zur Analyse einer Stuhlprobe fur diagnostische 
Zwecke. 

Stuhlproben warden im Rahman der Diagnostik routinemaBig auf die Anwesenheit von 
Bakterien, Viren, Parasiten und andere Organismen getestet. Mit immunologischen Tests 
konnen beispielsweise Antigene der entsprechenden Organismen nachgewiesen werden. 
Derartige diagnostischen Nachweisverfahren umfassen hierbei die Stuhlprobennahme, 
gewbhnlich einige Schritte zur Aufbereitung der Stuhlprobe sowie das eigentliche immu- 
nologische Testverfahren, bei dem die An- Oder Abwesenheit des zu detektierenden 
Agenzes, z.B. ein Antigen, anhand einer Reaktlon, beispielsweise einer Farbreaktion, 
nachgewiesen wird. 

Im Gegensatz zu invasiven Techniken wie beispielsweise Endoskopie und Biopsie, die fur 
den Organismus in den meisten Fallen belastend und haufig auch mit hohem apparativen 
Autwand sowie einem gesundheitlichen Risiko verbunden sind, stellen nicht-invasive 
Techniken, wie die Stuhlprobennahme und anschlieGende Analyse, einfache Moglich- 
keiten bereft, Organismen, die den Verdauungstrakt besiedeln, hachzuweisen. 

Die Anwendung von immunologischen Testverfahren zur Analyse von Stuhlproben 
gestaltet sich jedoch aus mehreren GrQnden schwierig: Der Umgang mit Stuhlproben ist 
unangenehm, die Aufbereitung der Stuhlproben aufwendig, komplex und zeitraubend. Urn 
die Stuhlproben in einem immunologischen Testverfahren einsetzen zu konnen, tnussen 
diese zuvor von fur die Testverfahren storenden Verunreinigungen befreit werden. Ubli- 
cherweise umfa&t die Aulbereitung von Stuhlproben daher mehrere Schritte wie 
beispielsweise Verdunnung, Zentrifugation Oder Filtration. 

In der US 5,198,365 wird beispielsweise eine Methode zur Stuhlaufbereitung durch Pro- 
benverdunnung urn den Faktor 10 bis 100 beschrieben. Eine derartige Probenverdunnung 
wirkt sich jedoch nachteilig auf die Sensitivity des Tests und die Inkubationszeiten bei der 
TestdurchfOhrung aus. Von Vellacott et al. (Lancet 3g (1): 249 (1981)) wird ein immunolo- 
gischer Test zur Detektion von okkultem Blut im Stuhl beschrieben, in dem ein Zentrifuga- 
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tlonsschritt zur Probenaufbereitung notig 1st. Hasan et a!. (J. Clin. Micro. 32,: 249 (1994)) 
beschreibt einen immunodiagnostischen Test zur Detektion von Vibrio cholera in klini- 
schen Proben. In diesem Verfahren muB die Probe vorab Qber einen separaten Filter auf- 
gereinigt werden. 

Entsprechend sind im Stand der Technik Verfahren zur Diagnose z.B. von Entamoeba 
histolytica (Haque (1993), J. Infect Dis. 167: 247-9), enterohamorrhagische Escherichia 
coli (EHEC; Park (1996), J. Clin. Microbiol. 34: 988-990), Torovirus-ahnliche Partikel 
(Koopmans (1993), J. Clin. Microbiol. 31; 2738-2744) 0 der Taenia saginata (Machnicka 
(1996), Appl. Parasitol. 37: 106-110) aus Stuhl beschrieben. 

Qiesen Verfahren ist gemeinsam, daB ein oder mehrere separate Verfahrensschritte zur 
Probenaufbereitung dem eigentlichen Test vorgeschaltet sind. Die Probenaufbereitung 
erfolgt in der Regel durch Suspension der Stuhlprobe in einem geeigneten Suspen- 
sionspuffer. Die Zusammensetzung dieses Puffers hat groBen EinfluB auf die Sensitivitat 
und Spezifitat des Tests. Als besonders problematisch erweist sich haufig der AusschluS 
der Detektion von falsch-positiven Proben. Die Detektion von falsch-positiven Proben 
hangt wesentlich von der Zusammensetzung der Probenpufferbestandteile ab. Zudem be- 
einfluBt der Proteingehalt der Probe die Viskositat der Probensuspension und wirkt sich 
somit auf das FlieSverhalten der Probensuspension aus. 

Die Probenaufbereitung sollfe auf folgende Gesichtspunkte hin optimiert sein: hohe Re- 
produzierbarkeit, hohe Sensitivitat und hohe Spezifitat sowie eine geringe Viskositat. 

Der vorliegenden Erfindung lag das technische Problem zugrunde, eine Losung anzuge- 
ben, die eine moglichst einfache Probenvorbereitung erlaubt und dennoch eine mflglichst 
hohe Reproduzierbarkeit, Sensitivitat und Spezifitat des Nachweises ermdglicht. 

Ein weiteres technisches Problem bestand darin, ein moglichst einfaches Verfahren zur 
Analyse von Stuhlproben fQr diagnostlsche Zwecke anzugeben. Das Verfahren sollte eine 
mflglichst einfache Probenhandhabung bei gleichzeitig hoher Sensitivitat, Spezifitat und 
Reproduzierbarkeit der erhaltenen Ergebnisse gewahrleisten. 

Das erste Problem wird erfindungsgemaB geldst durch eine Lflsung zur Aufbereitung einer 
Stuhlprobe fl)r diagnostische Zwecke, enthaltend mindestens eine Puffersubstanz, minde- 
stens ein Detergenz und mindestens ein Blockierungsreagenz. 
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Das zweite Problem wird erfindungsgemali geldst durch ein Verfahren zur Analyse einer 
Stuhlprobe fUr diagnostische Zwecke, umfassend die Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit einer Losung gemall der Erfindung; 

(b) DurchfQhren eines Immunoassays mit der nach Schritt (a) behandelten Probe und 

(c) Abnehmen eines MefSsignals, das Im Rahmen des Immunoassays erhalten 
wurde. 

Die erfindungsgemafJe LQsung eignet sich insbesondere zur Aufbereitung von Stuhl- 
proben, in denen die Diagnose von einer Helicobacter pylori Infektion durchgefGhrt werden 
soil. GrundsStzlich ermOgiicht die Probenaufbereitung mit Hilfe der erfindungsgemaSen 
Lflsung jedoch den Nachweis beliebiger Erreger des Verdauungstraktes. 

Bei einer besonders bevorzugten AusfQhrungsform wird die Puffersubstanz ausgewahlt 
aus PBS, TBS, Glycinpuffer (0,1 M Glycin, 140 mM NaCI), HEPES ([4-(2-Hydroxyethyl)- 
piperazino]-ethansulfonsSure), MOPS (3-Morpholino-1-propansulfonsaure), wobei PBS 
besonders bevorzugt ist. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung liegt der pH der Lflsung in einem Bereich 
von 7,0 bis 8,0, vorzugsweise 7,2 bis 7,7, wobei optfma/e Ergebnisse bei dem Nachweis 
von H. pylori bei einem pH von 7,3 bis 7,5 erhalten werden. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform ist das Detergenz ein zwitterionisches 
Detergenz, das vorzugsweise ausgewShlt wird aus Chaps (3-[(3-Chloramidopropyl)-di- 
methylammonium]-1-propansulfonat) und Zwittergent® (N-Dodecyl-N,N-Dimethyl- 
3-ammonio-1-propansulfonat), wobei Chaps ganz besonders bevorzugt ist. 

FOr den Aufschlu/1 des Probenmaterials sind Detergenzien unabdingbar Diese legen im 
Falie eines immunologischen Nachweises antigene Strukturen (Epitope) frei, urn so eine 
Bindung der eingesetzten AntikOrper an das nachzuwelsende Antigen zu ermSglichen. 
Oblicherweise werden nichWonische Detergenzien wie Triton®, Tween® usw. verwendet 
Es hat sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung jedoch Qberraschenderweise gezeigt, 
dass die Verwendung eines zwitterionischen Detergenzes wesentliche Vorteile hat ge- 
gentiber der Verwendung nicht-ionischer Detergenzien, indem unter anderem die Detek- 
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tion falsch-positiver Proben bei Verwendung des zwitterionischen Detergenzes erheblich 
vermindert wird. Das bevorzugte Detergenz, Chaps, bietet gegenQber weiteren Detergen- 
zien, wie beispielsweise Triton® Oder Tween®, weitere Vorteile: Chaps weist gegenQber 
diesen Detergenzien weniger denaturierende Eigenschaften auf (Hjelmeland; 
US 4,372,888). Die Oberflachenproteine bleiben somit beim AufschluB (bei der Proben- 
aufbereitung) im Wesentlichen als intakte Komplexe in der Membran erhalten. Die Ober- 
flachenproteine werden in geringerem Ma(3e fragmentiert und denaturiert Die Wahr- 
scheinlichkeit, beim Aufschluft antigene Epitope zu erhalten, die fQr einen immunologl- 
schen Nachweis ausreichend sind, wird daher erhoht Speziell bei dem immunologischen 
Nachweis in Probenmaterial, das den Verdauungstrakt passiert hat, kann durch die enzy- 
matische Degradation des Antigens bereits ein hoher Grad an Fragmentierung des Pro- 
benmaterials vorliegen. Der moglichst effiziente Erhalt der verbliebenen Restepitope ist 
daher aufterst wQnschenswert. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform liegt das Detergenz in einer Konzentra- 
tion von 0,01 bis 1,5% (v/V), vorzugsweise in einer Konzentration von 0,05 bis 0,3% (v/v) 
und ganz besonders bevorzugt in einer Konzentration von 0,1 bis 0,15% (v/v) vor. 

Das in der erflndungsgemaBen Losung enthaltene Blockierungsreagenz kann ein tieri- 
sches Serum Oder ein Proteingemisch sein. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt 
die erfindungsgemafJe L6sung ein Blockierungsreagenz, das ausgewShlt wird aus MSuse- 
serum, Rinderserum, Humanserum, Kaninchenserum, Schweineserum, fetales Kaiber- 
serum, BSA, Magermilchpulver und Pepton, wobei Mauseserum besonders bevorzugt ist. 
Mauseserum ist insbesondere dann vorzuziehen, wenn ein Immunoassay durchgefQhrt 
wird, bei dem Mauseantikerper zum Nachweis eines Antigens eingesetzt werden. Die 
Verwendung von Serum gieicher Spezies wie die zur Detektion verwendeten AntikSrper 
(z.B. MSuseserum in ^Combination mit Maus-AntikOrpern) hatsich als besonders vorteilhaft 
zum Blockieren von unspezifischen Bindungen erwiesen, da die potentiellen unspezifi- 
schen Bindungen durch Serum der gleichen Spezies nahezu vollstandig abgesat- 
tigt/blockiert werden konnen. Die hahere Absattigung der unspezifischen Bindungen stei- 
gert wiederum die Sensitivitat/Spezifitat des Nachweises. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform liegt das Blockierungsreagenz in einer 
Konzentration von 0,05 bis 5%, vorzugsweise in einem Bereich von 0,1 bis 1%, ganz be- 
sonders bevorzugt in einem Bereich von 0,4 bis 0,6% in der erflndungsgemaBen Lflsung 
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vor. Die prozentualen Konzentrationsangaben sind als "% (v/v)" fClr flQssige Blockierungs- 
reagenzien wie etwa Mauseserum, Rinderserum, Humanseium, Kaninchensemm, 
Schweineserum und f(Jtales Kaiberserum, und als "% (w/v)" fQr feste Blockierungsreagen- 
zien wie etwa BSA, Magermilchpulver und Pepton zu verstehen. 

Herkommliche Ltfsungen zur Probenaufbereitung weisen oft einen sehr hohen Gehalt an 
Serum auf. Oft werden Konzentrationen von bis zu 50% Serum eingesetzt Der hohe 
Serumgehalt bewirkt jedoch eine hohe Viskositat der aufbereiteten Probe und erschwert 
dadurch ihre Handhabung. Dieses Problem tritt bei Verwendung der Lfisung gemaiS der 
Erfindung nicht auf: Enthait die erfindungsgemafJe Lfisung Serum als Blockierungsrea- 
genz, so 1st der Gehalt an Serum in der LOsung niedriger als bei den herkommlichen Lo- 
sungen zur Probenaufbereitung. Dadurch wird die Viskositat der aufbereiteten Probe ge- 
ringer, was besonders vorteilhaft bei der Handhabung in der Probenvorbereitung ist. Das 
Flieftverhaften wird deutlich verbessert, wodurch sich der Probenpuffer besonders zum 
Einsatz in ELISA oder immunchromatographischen Tests (Teststreifen) eignet. Speziell 
bei Anwendungen auf einem Teststreifen fQhrt eine niedrige Viskositat zu einem verbes- 
serten Laufverhalten und ermfiglicht einen heheren Durchsatz an Probe pro Zeiteinheit. 
Durch die Verwendung von Serum der gteichen Spezies wie die Detektionsantikfirper, 
beispielswefse Mauseserum in Kombination mit Maus-AntikOrpern, kann zudem der Ge- 
halt an Serum im Konjugatpufferverringert werden. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform enthait die LOsung weitere Additive wie 
ProbenstabilisierungsmitteL Diese Mittel dienen im Wesentlichen dazu, dass die Probe 
auch nach langerer Lagerung noch fur die DurchfQhrung der immunologischen Nachweis- 
reaktionen geeignet ist und keine verfaischten Ergebnisse iiefert. Zu diesen Stabilisie- 
rungsmittel zahlen unter anderem Phenol und Antibiotika, wie beispielsweise Gentamicin- 
sulfatund Proclin®300. 

Die erfindungsgemaiJe LOsung ist weiterhin besonders vorteilhaft, da sie als Basispuffer 
sowohl fQr das Konjugat (markierter DetektionsantikOrper) als auch fQr die Positiv- und 
Negativkontrolle verwendet werden kann, wodurch eine deutliche Vereinfachung des 
Testverfahrens ermdglicht wird. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausftlhrungsform enthait die Losung zusatzlich einen 
KomplexbildnerfQr Metallionen, vorzugsweise EDTA oder EGTA, Besonders bevorzugt ist 
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EDTA. Vorzugsweise liegt der Komplexbildner in einer Konzentration von 1 mM in der 
Lasung vor. 

Die erfindungsgemSGe LQsung wird vorzugsweise im Rahmen eines Testkits eingesetzt, 
wobei der Testkit samtliche Reagenzien zur Durchfuhrung des Immunoassays enthalt. 
Hierzu zahlen beispielsweise Teststreifen Oder Platten mit Vertiefungen (z.B, Mikrotiter- 
platten), in denen die Reaktionen abiaufen, sowie die verschiedenen Nachweisreagenzien 
einschlieSlich der verwendeten Antikfirper und gegebenenfalls Substrate for den Nach- 
weis mittels ELISA. Vorzugsweise befinden sich samtliche Reagenzien innerhalb einer 
Packungseinheit mit separaten Unterfachem 

Bei dem erfindungsgemaiien Verfahren zur Analyse einer Stuhlprobe fur diagnostische 
Zwecke wird die Probe mit der erfindungsgemaiien L6sung in Kontakt gebracht. Dabei 
wird die Probe in der Regel in der erfindungsgemafien Usung suspendiert. Nach mOg- 
lichst homogener Verteilung der Probe in der LOsung wird diese einem Immunoassay 
unterzogen und nach erfolgtem Immunoassay wird das erzeugte MeBsignal abgenom- 
men. Vor dem Immunoassay kOnnen die partikuiaren Probenbestandteile durch Zentrifu- 
gation Oder Filtration entfernt werden. 

Bei einer bevorzugten AusfQhrungsform wird der Immunoassay als ELISA durchgefQhrt. 
Dabei wird die suspendierte Probe in ein Behaltnis eingebracht, welches die Antigen- 
spezifischen Reagenzien enthalt. Vorzugsweise wird im Rahmen dieses ELISA ein 
Sandwich-Kornplex aus nachzuweisendem Antigen und Antigen-spezifischen Antikflrpern 
aufgebaut. Bei einer alternativen AusfQhrungsform wird die suspendierte Probe auf einen 
Filterstreifen aufgebracht, der die entsprechenden Nachweisreagenzien bereits an vorab 
bestimmten Zonen enthalt. Das DurchfQhren des Immunoassays auf einem Filter hat den 
Vorteil, dass unerwQnschte partikuiare Probenbestandteile von dem Antigen von Interesse 
vor dessen Nachweis abgetrennt werden. Zur besseren Abtrennung kann zusatzlich ein 
Filter vorgeschaltet werden. 

Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung. 
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Beispiele 

Vergleich verschiedener LOsungen zur Probenaufbereitung In elnem EinschrHt- 
ELISA 

FQr den Test standen Stuhlproben von Patienten aus zehn verschiedenen Kliniken Oder 
gasteroenteroiogischen Praxen zur VerfUgung, die als H. pylori negativ (GO) oder H. pylori 
positiv (G4) mittels 13 C-Urea-Atemtest und/oder histologischer Untersuchungen von Ma- 
genbiopsien diagnostiziert worden waren. 

H. py/ory-Stuhl-Sandwich-ELISA (Einschritt-Test) 

Die Beschichtung der ELISA-Platte (MaxiSorb Lock well; Nunc) erfolgte Ober Nacht bei 2- 
8°C mit 100 |j| einer mAK-L6sung (2,0 pg HP25,2m/2H10 (Connex, Martinsried) pro ml 
Carbonatpuffer, 0,1 M, pH 9,5). Die so beschichteten ELISA-Platten wurden 2x mit PBS 
gewaschen. Zum Blockieren derfreien Bindungsstellen wurden 200 Ml Blockierungspuffer 
(0,3% (w/v) BSA; 20% (w/v) Sorbitol in PBS) je Vertiefung zugegeben und bei 2-8°C Qber 
Nacht inkubiert Die abgesattigten Platten wurden abgesaugt, Qber Nacht bei 28°C im 
Umluft-Trockenschrank getrocknet und anschlieUend bei 2-8 D C gelagert. 

Patientenstuhl wurde 1:5 (0,1 g Stuhlprobe + 500 pi Probenpuffer) in erfindungsgemSGer 
LOsung (75 mM PBS + 0,5% Mauseserum + 1 mM EDTA + 0,05% Proclin® 300 + 50 pg/m! 
Gentamicinsulfat + 10 mM Phenol + 0,1% (v/v) Chaps) ca, 30 sec suspendiert (Vortex) 
und anschlielSend 5 min bei 5000 g abzentrifugiert. Pro Vertiefung wurden 50 pi des 
Oberstands (Doppel- bis Dreifachbestimmung) auf die Platte aufgetragen. 

AnschlielSend wurden 50 pi des in Probenpuffer verdQnnten POD-markierten Antikorpers 
HP25,2m/2H10-POD (Connex, Martinsried) direkt in die Stuhlsuspension gegeben. Die 
Platten wurden 1 Stunde bei Raumtemperaturauf dem SchOttler (Stufe4-5) inkubiert. 

Nach viermaligen Waschen mit Waschpuffer (75 mM PBS, 0,25% (v/v) Tween®) wurde 
das Peroxidase-Substrat TMB (Einkomponentensubstrat von Neogen) zugegeben 
(100 fjJA/ertiefung). Nach 10Minuten wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von 1 N 
Salzsaure (100 plA/ertiefung) gestoppt. Die anschiieliende Messung der Farbintensitat 
erfolgte bei 450 nm gegen die ReferenzwellenlSnge 630 nm. 
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Beispiel 1: Vergleich des SignaWHintergrundverhSltnisses verschiedener LOsungen 
zur Probenauf bereitung 



Tabelle 1 zeigt den Vergleich verschiedener Losungen anhand von ausgewahlten Proben, 
die sich in der Detektion als besonders schwierig erwiesen. 



Fang-Antikorper 


HP25,2m/2H10(2,0 UQ/m\) 


Detektions- 
Antikorper 


HP25,2m 


QH10-POD(200n 


fl/mO 


Probenpuffer 




r-biopharm 
Proben Duffer 


ErfindungsgemaBe 
LOsung 


PBS + Magermilch- 
pulver (2% (w/v)) 




Probe 


OD 


OD 


OD 


CX1002 


GO 


2;026 


0.534 


0.678 


CX2028 


GO 


0.059 


0.034 


0.090 


CXT0069-1 


GO 


0.079 


0.021 


0.032 


CXT0071-1 


GO 


0.348 


0.030 


0.051 


CXT0072-1 


GO 


0.079 


0.036 


0.052 


CXT0073-1 


GO 


0.044 


0.036 


0.076 


CXT0074-1 


GO 


0.125 


0.028 


0.058 


CX1038 


G4 


0.100 


0.040 


0.074 


CXT0053-1 


G4 


4.458 


4.247 


4.285 


CXT0058-1 


G4 


0.221 


0.146 


0.192 


CXT0077-1 


G4 


0.264 


0.180 


0.198 


Summe G4 




5.607 


4.714 


4.831 


Summe GO 


2.760 


0.719 


1.037 


Ag-NWG in ng/ml 


0.33 


0.33 


0.11 


Hintergrund 


0.102 


0.08 


0.035 



r-biopharm-Ldsung erhatlich von der Rrma r-biopharm, Darmstadt 
OD: Optische Dichte 
NWG: Nachweisgrenze 



Ergebnis: 75 mM PBS + 0,5% MSuseserum + 1 mM EDTA + 0,05% (w/v) Proclin® 300 + 
30 [jg/ml Gentamicinsulfat + 0,1% (v/v) Chaps zeigt von den 3 untersuchten 
Puffern das beste Signal/Hintergrund-Verhaitnis. 
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Beispiel 2: EinfluB verschiedener Chaps-Konzentratlonen in der erfindungsge- 
ma&en Lfisung auf das SlgnaL/Hlntergrundverhaitnis und die Sensitivitat des Tests 



Fang-Antikorper 


HP25,2m/2H10 1,5 ug/ml 


Detektions-AntikOrper 


HP25,2m/2H10- POD 0,2 pg/ml 




0% 
Chaps 


0,1% (v/v) 
Chaps 


0,25% (v/v) 
Chaps 


0,5% (v/v) 
Chaps 


Antigennachweis [ng/ml] 


0,3 


0,3-1 


0,3 


0,1-0,3 


Hintergrund 
HO delta OD 


0,15 


0,067 


0,04 


0,026 


delta OD bei 
9 ng/ml <60 kDa 


0,759 


0,89 


0,787 


1,267 


Patientenproben 










CXT73 GO 


0,12 


0,03 


0,04 


0,06 


CXT54 GO 


0,11 


0,03 


0,04 


0,05 


CX60 GO 


0,12 


0,065 


0,04 


0,05 


CXT63G0 


0,07 


0,05 


0,045 


0,05 


CXT62G0 


0,03 


0,07 


0,03 


0,03 


CXT64 G4 


0,51 


0,94 


0,9 


0,5 


CXT58-3G4 


0,2 


0,38 


0,27 


0,21 



Ergebnis: Die Tabelle zeigt, dafJ die Zugabe von Chaps (0,1-0,25% (v/v)) ein positives 
G0/G4-Signalverhaitnis erzeugt. 
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Patentansprliche 

1 . Lflsung zur Aufbereitung einer Stuhlprobe fdr diagnostische Zwecke, enthaltend: 

- mindestens eine Puffersubstanz; 

- mindestens ein Detergenz und 

- mindestens ein Blockierungsreagenz. 

2. Losung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Puffersubstanz ausge- 
wahlt wird aus PBS, TBS, Glycinpuffer (0,1 M Glycin, 140 mM NaCI), HEPES 
([4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsaure) und MOPS (3-Morpholino- 
1 -propansulfonsSure). 

3. LOsung nach einem der AnsprQche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Lo- 
sung einen pH in einem Bereich von 7,0 bis 8,0, vorzugsweise 7,2 bis 7,7, besonders 
bevorzugt 7,3 bis 7,5, aufweist. 

4. LOsung nach einem der AnsprQche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens 
ein Detergenz ein zwitterionisches Detergenz ist, vorzugsweise ausgewahlt aus Chaps 
(3-.[(3-Chloramidopropyi)-dimethylammonium]-1-propansulfonat) und Zwittergent® 
(N-Dodecyl-N, N~Dimethyl~3-ammonio-1 -propansulfonat). 

5. LOsung nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das Deter- 
genz in einer Konzentration von 0,01 bis 1,5% (v/v), vorzugsweise in einem Bereich 
von 0,05 bis 0,3% (v/v), ganz besonders bevorzugt in einem Bereich von 0,1 bis 0,15% 
(v/v) vorliegt. 

6. LOsung nach einem der AnsprQche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Blockierungsreagenz ausgewShlt wird aus Mauseserum, Rinderserum, Humanserum, 
Kaninchenserum, Schweineserum, fotales Kalberserum, BSA, Magermitchpulver und 
Pepton. 

7. LOsung nach einem der AnsprQche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Blockierungsreagenz MSuseserum ist. 
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8. LOsung nach einem der AnsprQche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Blockierungsreagenz in einer Konzentration von 0,05 bis 5%, vorzugsweise in einem 
Bereich von 0,1 bis 1%, ganz besonders bevorzugt in einem Bereich von 0,4 bis 0,6% 
vorliegt. 

9. Losung nach einem der AnsprQche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Losung 
weiterhin ein Probenstabilisierungsmittel enthait. 

10. LSsung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass das Stabilisierungsmittel 
ausgewShlt wird aus Antibiotika und Phenol. 

11 LOsung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass als Stabilisierungsmittel 
GentamicinsuJfat und/oder Proclin® 300 eingesetzt wird. 

12. L6sung nach einem der AnsprQche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Losung weiterhin einen Komplexbildner enthait, vorzugsweise ausgewahlt aus EDTA 
und EGTA, besonders bevorzugt EDTA. 

13. LOsung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass der Komplexbildner in einer 
Konzentration von 1 mM vorliegt. 

14. Testkit zum Analysieren einer Stuhlprobe, umfassend ein Behaitnis enthaltend eine 
Losung nach einem der AnsprQche 1 bis 13, sowie weitere Behaitnisse mit Reagen- 
zien zur DurchfQhrung eines immunoassays. 

15. Verfahren zur Analyse einer Stuhlprobe fQr diagnostische Zwecke, umfassend die 
Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit einer Lfisung nach einem der AnsprQche 1 bis 
13; 

(b) DurchfQhren eines Immunoassays mit der nach Schritt (a) behandelten Probe, 
und 

(c) Abnehmen eines MelSsignals, das im Rahmen des Immunoassays erhalten 
wurde. 
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16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gskennzeichnet, dass der Immunoassay ein 
ELISA ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass die mit der 
Lcisung behandelte Stuhlprobe auf einen Filterstreifen aufgebracht wird, 

18. Verwendung einer Ldsung nach einem der Anspruche 1 bis 13 zur Aufbereitung einer 
Stuhlprobe fdr diagnostische Zwecke. 
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